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RESUMO 

 

O traumatismo cranioencefálico (TCE) é definido por uma alteração na função normal do cé-

rebro, causada por forças externas. Após o TCE, ocorre ativação de diferentes cascatas de even-

tos neurotóxicos que culminam com neurodegeneração e disfunções cognitivas. À nível sistê-

mico, a ocorrência de hiperglicemia é o efeito mais comum pós-TCE e está fortemente associ-

ada com o aumento da mortalidade e piora no prognóstico clínico. Dessa forma, a hiperglicemia 

atua como um facilitador dos mecanismos de dano secundário. A administração de insulina 

periférica, em casos de hiperglicemia pós-TCE, mostra-se benéfica na recuperação e melhora 

cognitiva do paciente. Atualmente tem se demonstrado que a insulina é capaz de se ligar aos 

seus receptores, em células neuronais, e exercer efeitos neuroprotetores, que, conceitualmente, 

poderiam melhorar a sobrevida celular pós-TCE. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os 

efeitos do tratamento com insulina em modelo animal de TCE por análises in vivo e ex vivo. 

Quanto às análises in vivo, utilizamos modelos animais de hiperglicemia induzida por fármaco 

(streptozotocina), e após, os animais foram submetidos ao tratamento com insulina ou salina, 

com posterior indução do TCE, pela técnica de Impacto Cortical Controlado (ICC). Observa-

mos que a hiperglicemia promove aumento da mortalidade no TCE e déficit na memória de 

reconhecimento, efeitos que foram prevenidos com o tratamento com insulina. A literatura é 

consistente na associação entre o aumento da mortalidade em casos de hiperglicemia no TCE, 

além de se observar maior taxa de mortalidade em pacientes diabéticos insulinodependentes, 

que sofrem trauma, em relação aos insulino independentes. Estudos mostram que a insulina 

apresenta efeitos positivos na cognição e sua sinalização é importante para formação e manu-

tenção das memórias, premissas que podem explicar o efeito positivo da insulina na prevenção 

do déficit na memória de reconhecimento. Dessa forma, para avaliarmos os efeitos agudos desse 

hormônio, pós-TCE, realizamos ensaio ex vivo para visualizar a resposta das células frente à 

suplementação com insulina e isolar os efeitos desse hormônio a nível de Sistema Nervoso 

Central (SNC). Fatias hipocampais foram expostas à meios com concentração normal e alta de 

glicose, e suplementadas com insulina. Observamos aumento na razão do imunoconteúdo de 

pIRS-1Ser612/IRS-1, na presença do hormônio, somente no grupo sham, indicando responsivi-

dade das células hipocampais à adição de insulina neste grupo, contrário ao observado no grupo 

TCE, fato que pode estar associado à resistência cerebral a insulina no TCE. Há disfunção mi-

tocondrial pós-TCE evidenciado pela redução do consumo de oxigênio no grupo TCE em rela-

ção ao sham, quando as mitocôndrias são desafiadas com substratos e inibidores da cadeia de 

transporte de elétrons. Esses efeitos não estão associados à um aumento na produção de H2O2 

e adição de insulina não apresentou efeitos benéficos significativos. Embora haja disfunção 

mitocondrial e sabe-se que esse efeito pode estar associada a perda de funcionalidade e morta-

lidade neuronal, esse estudo não evidenciou alterações na viabilidade celular. Em face aos nos-

sos resultados, concluímos que há efeito sinérgico da hiperglicemia e o TCE no aumento da 

mortalidade e déficit na memória de reconhecimento, efeitos prevenidos pelo tratamento com 

insulina. Agudamente, verificamos que o consumo mitocondrial de oxigênio basal e a viabili-

dade celular não são alterados após o TCE. Porém evidencia-se a presença de déficit mitocon-

drial no hipocampo 24 h após o TCE, dado pela redução do consumo de oxigênio em resposta 

à adição de ADP em condições saturantes, quando comparado ao grupo sham; a presença de 

insulina anulou essas diferenças. Dessa forma, ressalta-se a importância da insulina na manu-

tenção das funções metabólicas e de memória no TCE. 

 

 

 

Palavras-chave: TCE. Hiperglicemia. Insulina. Memória de reconhecimento. 



 
 

ABSTRACT 

 

Traumatic brain injury (TBI) occurs when an external force or object penetrates and damage 

the brain tissue. After a TBI event, there is an activation of several cascades of neurotoxic events 

that lead to neurodegeneration and cognitive dysfunctions. Hyperglycemia is the most common 

post-TBI effect, and it is strongly associated with the increase in mortality and worse clinical 

prognosis. Also, hyperglycemia facilitates the secondary damage mechanisms post-TBI. Ad-

ministration of peripheral insulin in TBI patients with hyperglycemia is beneficial to improve 

the clinical prognosis and cognition. It has been shown that insulin can be able to bind its re-

ceptors on neuronal cells and perform neuroprotective effects improvising post-TBI cell sur-

vival. The objective of this study was to evaluate the impact of insulin treatment in an animal 

TBI model, using in vivo and ex vivo experiments. In in vivo experiments, first, the animals 

were submitted to a model of hyperglycemia, induced by Streptozotocin. After that, the animals 

received treatment with insulin or saline, and then they were submitted to a TBI model. We 

observed that hyperglycemia increased the mortality and also cause a deficit of recognition 

memory in TBI animals. These effects were prevented by insulin treatment. Several studies 

have been associated with the increased of mortality in hyperglycemic patients that suffer TBI, 

and also higher mortality rate in insulin-dependent diabetic patients, who suffer trauma com-

paring to independent insulin diabetic patients. Studies have shown that insulin has positive 

effects on cognition and its signaling is important for the formation and support of memories, 

premises that may explain the positive effect of insulin in the prevention of recognition memory 

deficit. Thus, to isolate brain effects and also to evaluate the effects of both hyperglycemia and 

insulin on the Central Nervous System (CNS) after TBI, an ex vivo protocol was developed. 

Twenty-four hours after TBI, hippocampal slices were exposed to a medium with normal and 

high glucose concentration and supplement with insulin. We observed an increase in the ratio 

of immunocontent of pIRS-1Ser612/IRS-1, with insulin in the medium, only at the sham group, 

indicating responsiveness of hippocampal cells to the addition of insulin. The same effect was 

not observed at the TBI group, a fact that may be associated with brain insulin brain resistance 

after TBI.  There was a reduction of oxygen consumption in the TBI group compared to the 

sham group when were added substrates and inhibitors of the electron transport chain. This 

result showed a mitochondrial dysfunction after TBI. These effects cannot be associated with 

an increase in H2O2 production. Insulin supplementation did not show beneficial effects. Alt-

hough mitochondrial dysfunction is related to loss of functionality and neuronal mortality, this 

study did not show changes in cellular viability. This study has shown there is a synergic effect 

of hyperglycemia and TBI increasing mortality and recognition memory deficit, effects avoid 

by treatment with insulin. Acutely, basal oxygen mitochondrial consumption and cell viability 

were not altered after TBI. However, mitochondrial deficits in the hippocampus, 24 hours after 

TBI, are shown due to the reduction of the oxygen consumption in response to the addition of 

ADP in when compared to the sham group; insulin supplementation reverts these effects. Our 

work emphasizes the importance of insulin in the maintenance of metabolic and memory func-

tions in the TBI. 
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LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Alterações patológicas no Traumatismo Cranioencefálico (TCE) ........................ 15 

Figura 2 – Estrutura do receptor de insulina ........................................................................... 20 

Figura 3 – Transdução de sinais e vias ativadas pela insulina e IGF-1 (Fator de crescimento 

semelhante à insulina tipo 1) ................................................................................................... 21 

 

 

  



 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1 – Parâmetros avaliados na Escala de Coma de Glasgow (GCS) .............................. 13 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 12 

1.1. O TRAUMATISMO CRANIOENCEFÁLICO (TCE) ................................................ 12 

1.1.1 Definição e epidemiologia ............................................................................................. 12 

1.1.2 Classificação do TCE .................................................................................................... 12 

1.1.3 Fisiopatologia ................................................................................................................. 14 

1.1.3.1 Disfunção mitocondrial no TCE ................................................................................... 14 

1.1.4 Relação entre TCE e doenças neurodegenerativas ..................................................... 16 

1.1.5 Manejo clínico dos pacientes com trauma ................................................................... 17 

1.1.5.1 Hiperglicemia no TCE .................................................................................................. 17 

1.1.6 Insulina no Sistema Nervoso Central .......................................................................... 19 

1.1.6.1 Sinalização de insulina ................................................................................................. 19 

1.1.7 Efeitos da insulina na atividade mitocondrial ............................................................. 21 

1.2 JUSTIFICATIVA ............................................................................................................. 23 

1.3 OBJETIVOS ..................................................................................................................... 24 

1.3.1 Objetivo geral ................................................................................................................. 24 

1.3.2 Objetivos específicos ...................................................................................................... 24 

2 ARTIGO CIENTÍFICO ...................................................................................................... 25 

3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS ................................................................................74 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 75 

ANEXO A – NORMAS DE PUBLICAÇÃO DA REVISTA “JOURNAL OF 

NEUROTRAUMA” ................................................................................................................ 80 

 

 



12 
 

1 INTRODUÇÃO  

 

1.1. O TRAUMATISMO CRANIOENCEFÁLICO (TCE) 

 

1.1.1 Definição e epidemiologia 

 

O traumatismo cranioencefálico (TCE) é definido como uma interrupção na função nor-

mal do encéfalo causado por forças externas como colisão, golpe na cabeça e/ou penetração de 

objetos no crânio que podem levar ao comprometimento temporário ou permanente de funções 

cognitivas, físicas e psicossociais, associado com um estado de consciência diminuído ou alte-

rado (CDC – Center for Disease Control and Prevention). Não é possível determinar a  preva-

lência exata, ou seja, todos os casos existentes de TCE, pois nem todos eles são documentados, 

visto que a maioria das ocorrências são de TCE leves, não fatais ou sem lesões externas visíveis 

e por isso os pacientes não procuram à assistência hospitalar ou, quando o fazem, podem não 

necessitar de internação, dessa forma, não entrando para as estatísticas (GARDNER et al., 

2014). 

Estimativas apontam que o TCE afeta mais de 10 milhões de pessoas por ano. No Brasil, 

em 2012, o número de admissões hospitalares devido ao trauma foi de 67,1/100.000 habitantes, 

que gerou gasto de U$$ 84.709.145,91, apresentando taxa de letalidade de 7,44% (DE 

ALMEIDA et al., 2016). Nos Estados Unidos, em 2013, ocorreram cerca de 50 mil mortes e 

282 mil hospitalizações devido ao TCE, produzindo um custo anual de aproximadamente U$$ 

4 bilhões ao país, evidenciando que o TCE é um problema de saúde pública e econômico 

(TAYLOR et al., 2013). De acordo com a Organização Mundial da Saúde o TCE se tornará 

uma das principais causas de morte e incapacidade até o ano de 2020 (HYDER et al., 2007).  

 

1.1.2 Classificação do TCE 

 

Os casos de TCE são classificados em leves, moderados ou graves de acordo com uma escala 

neurológica chamada de Escala de Coma de Glasgow (Glasgow Coma Scale, GCS), aferida 

dentro das primeiras 24 horas pós-TCE. Essa escala consiste na avaliação de três parâmetros 

(tabela 1): abertura dos olhos, resposta verbal e resposta motora, sendo que para cada ação é 

atribuída uma pontuação. A soma de cada pontuação gera um valor que varia de 15 a 3 e que, 



13 

 

quanto menor, mais grave é o trauma (FRIEDEN; HOURY; BALDWIN, 2015; TEASDALE; 

JENNETT, 1974).  

 

Tabela 1 - Parâmetros avaliados na Escala de Coma de Glasgow (GCS). 

            

    
ESCALA DE COMA DE 

 GLASGOW      

  
Habilidade 

       

            

  Abertura dos olhos (AO) Pontuação   

  Espontânea     4   

  Ao som     3   

  À pressão     2   

  Ausente     1   

  Não testável**   NT   

            

  Resposta verbal (RV)       

  Fala orientada     5   

  Fala confusa     4   

  Palavras, mas sem coerência 3   

  Sem palavras, somente sons  2   

  Ausente     1   

  Não testável**   NT   

            

  Resposta motora (RM)       

  Normal, obedece comandos 6   

  Localizada, identifica local da dor 5   

  Flexão normal     4   

  Flexão anormal   3   

  Extensão     2   

  Ausente     1   

  Não testável**   NT   

            

  

 

Pontuação: AO + RV + RM = 3 à 15   

  TCE leve: 13-15       

  TCE moderado: 9-12       

  

TCE grave: 3-8 

       

**Paciente com algum tipo de limitação (por exemplo, pacientes intubados) 

 

Fonte: Adaptado de GRAHAM, Teasdale. Forty years on: updating the Glasgow Coma Scale. 

Nursing Times, v. 110, n. 42, p. 12-16, out 2014. 

 

 



14 

 

Casos de TCE leves estão associados a confusão e perda leve e momentânea da memó-

ria, ao passo que os moderados e graves levam a inconsciência, perda de memória por longo 

período e letargia (GHAJAR, 2000). Entre as principais causas de TCE estão acidentes de trân-

sito, quedas, agressões e lesões associadas à prática de esportes de contato (ANDRADE et al., 

2009). A maioria dos casos de TCE deve-se a quedas; os acidentes de trânsito são responsáveis 

pelo maior número de mortes de pacientes que sofrem trauma. Já a proporção de casos envol-

vendo atividades relacionadas ao esporte é impreciso, devido as limitações de dados. No en-

tanto, estimativas do Sistema Eletrônico Nacional de Vigilância de Lesões (do inglês: National 

Electronic Injury Surveillance System – All Injury Program) indicam que as principais ativida-

des esportivas associadas ao TCE são ciclismo, futebol americano, basquete e futebol 

(FRIEDEN; HOURY; BALDWIN, 2015). As faixas etárias de maior incidência compreende 

os jovens (dos 20 aos 29 anos) e os idosos (acima de70 anos), sendo os homens 3,5 vezes mais 

afetados que mulheres (DE ALMEIDA et al., 2016). 

 

1.1.3 Fisiopatologia 

 

As lesões fisiopatológicas desencadeadas pelo TCE não ocorrem somente no momento 

do impacto; elas podem se estender por horas após a injúria e permanecer por meses ou até 

anos. Didaticamente, as lesões fisiopatológicas são classificadas em primárias e secundárias. 

Lesões primárias são decorrentes do dano mecânico do impacto, que levam a lesão no parên-

quima cerebral, ruptura de vasos e deformação de estruturas cerebrais. As lesões secundárias 

são caracterizadas por alterações cerebrais que ocorrem em resposta às lesões primárias. São 

causadas devido ao edema cerebral e diminuição do aporte de oxigênio, culminando com a 

iniciação de cascatas de eventos neurotóxicos como excitotoxicidade glutamatérgica, inflama-

ção persistente, produção de espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês reactive oxygen 

species), disfunção mitocondrial e ativação de vias apoptóticas e autofágicas que resulta em 

morte neuronal (ANDRADE et al., 2009; GHAJAR, 2000). 

 

1.1.3.1 Disfunção mitocondrial no TCE 

A mitocôndria é uma organela citoplasmática conhecida por sua capacidade de produzir 

ATP, fonte de energia para a célula. Porém suas funções não se limitam a atividade energética. 

Sua atividade também está relacionada à regulação da produção de ROS, apoptose e tampona-

mento de cálcio intracelular (FISCHER et al., 2016). Desde meados dos anos 90 demostra-se 
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que a disfunção mitocondrial está associada com a fisiopatologia do TCE (VINK et al., 1990; 

XIONG et al., 1997) (figura 1) e recentemente tem-se investido em pesquisas para potencias 

estratégias terapêuticas em alvos mitocondriais. 

 

Figura 1 - Alterações patológicas no Traumatismo Cranioencefálico (TCE). 

 

A lesão primária causa lesão física do tecido, alteração no fluxo sanguíneo cerebral e como consequên-

cia, alteração no metabolismo e liberação de neurotransmissores excitatórios. Isso gera um desbalanço 

na homeostasia do Ca+2, aumentando sua concentração no citosol (Ca+2c) e na mitocondria (Ca+2m). 

Como consequência, há ativação de processos de morte celular, produção de espécies reativas de oxigê-

nio (ROS) e regulação de mediadores inflamatórios. Em verde destacam-se as principais alterações pa-

tológicas envolvendo a mitocôndria.......................................................................... ... ... 

Fonte: Adaptado de CHENG, Gang et al. Mitochondria in traumatic brain injury and mitochon-

drial-targeted multipotential therapeutic strategies. British Journal of Pharmacology, v. 167, 

n. 4, p. 699-719, abr 2012. 

 

Há eventos que ocorrem pós-TCE, associados à mitocôndria, que são importantes para 

a progressão dos danos secundários (CHENG et al., 2012; HIEBERT et al., 2015):  

1) Depleção de energia: a redução do fluxo sanguíneo cerebral leva à diminuição da produção 

e, consequente, esgotamento dos níveis de ATP celular, prejudicando a atividade das bombas 

de íons dependentes de ATP.  

2) Despolarização da membrana da célula nervosa, levando a liberação excessiva de neuro-

transmissores excitatórios e ativação doa receptores NMDA, AMPA e canais de Ca+2 e Na+2 
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voltagem dependentes; o Ca+2 é liberado de seus estoques e ocorre aumento anormal desse íon 

no citoplasma e na mitocôndria. O íon Ca+2 é conhecido por ser ativador de várias enzimas e 

vias associadas à produção de radicais livres, regulação de mediadores inflamatórios e morte 

celular. 

3) Produção excessiva de ROS e liberação de fatores pro-apoptóticos pela mitocôndria, como 

por exemplo citocromo-C.  

A ciclosporina A (CsA) é um fármaco que promove inibição do poro de transição de 

permeabilidade mitocondrial, formado quando a mitocôndria encontra-se num ambiente de re-

dução da síntese de ATP, aumento da produção de ROS e de Ca+2 intracelular. Esse poro per-

mite a entrada dos íons Ca+2  na mitocôndria e liberação de proteínas pró-apoptóticas 

(WALLACE; FAN; PROCACCIO, 2011). Em 1999, Okonkwo e Povlishock mostraram que o 

tratamento com CsA 30 minutos antes do TCE reduz o número de mitocôndrias deformadas e, 

também, a imunorreatividade para proteína APP (OKONKWO; POVLISHOCK, 1999); bem 

como reduziu o volume de lesão e do tecido necrótico (SCHEFF; SULLIVAN, 1999). Dessa 

forma, demostra-se que a modulação da atividade mitocondrial pode ser benéfica no TCE 

(KULBE et al., 2017). 

 

1.1.4 Relação entre TCE e doenças neurodegenerativas  

 

Atualmente o TCE é considerado fator de risco para o desenvolvimento de doenças neu-

rodegenerativas como encefalopatia traumática crônica, Doença de Parkinson (DP) e Alzheimer 

(DA) (GIZA; DIFIORI, 2011; GUSKIEWICZ et al., 2005).  

A encefalopatia traumática crônica (ETC) é uma doença neurodegenerativa fortemente 

associada com múltiplos e repetidos episódios de TCE, experenciado por atletas que praticam 

esportes de contato como boxeadores e jogadores de futebol americano. Os primeiros sinais do 

desenvolvimento dessa patologia são déficits cognitivos, como perda de memória, seguido por 

alterações motoras, na fala e por fim, a demência (GAVETT; STERN; MCKEE, 2012). Um 

estudo da Universidade de Boston, publicado em 2017, mostra que 99% dos jogadores de fute-

bol americano da Liga Nacional de Futebol (National Football League, NFL) foram diagnosti-

cados com ETC, evidenciando a relevância do TCE no desenvolvimento de patologias neuro-

degenerativas (MEZ et al., 2017). 

Estudos post mortem demonstram acúmulo de emaranhados neurofibrilares, que con-

siste em agregados de proteína Tau hiperfosforilada, em cérebros de boxeadores e veteranos de 
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guerra, e acúmulo de proteína precursora amiloide (APP) nos axônios (GOLDSTEIN et al., 

2013; MCKEE et al., 2009). Ainda, tem-se mostrado a presença de fragmentos Aβ neurotóxi-

cos, gerados por clivagem da APP e presença de placas Aβ em pacientes que sofrem um único 

TCE (BLENNOW; HARDY; ZETTERBERG, 2012; SMITH, 2015), sendo as alterações, an-

teriormente citadas, marcadores características da DA. Outros autores revelaram acúmulo de α-

sinucleina nos axônios e diminuição da substância nigra em atletas boxeadores, sugerindo um 

elo entre o TCE e a DP (IMPELLIZZERI et al., 2016; RUMALLA et al., 2016).  

 

1.1.5 Manejo clínico dos pacientes com trauma 

 

Hipóxia e hipotensão são eventos comuns pós trauma e são responsáveis pelo agrava-

mento das lesões secundárias. Portanto, os primeiros passos no manejo clínico desses pacientes 

estão centrados na manutenção da oxigenação e suporte hemodinâmico (DASH; CHAVALI, 

2018; GHAJAR, 2000; QUINN; THURMAN; WILBERGER, 2000). Avaliação de fatores he-

modinâmicos não anula a necessidade de um exame neurológico. Em geral utiliza-se imagens 

de ressonância magnética que complementam os dados obtidos na GCS (LE ROUX, 2013). 

Podem ocorrer também possíveis complicações como febre, convulsões, coagulopatia, hiper-

metabolismo cerebral e hiperglicemia. A hiperglicemia, em especial, é considerada uma grave 

complicação pós-TCE e está associada ao aumento da mortalidade e piora no prognóstico a 

longo prazo (KERBY et al., 2012; KOYFMAN et al., 2018). 

 

1.1.5.1 Hiperglicemia no TCE 

A hiperglicemia no TCE é definida pelo aumento da glicose sanguínea acima de 11.1 

mmol/l (200 mg/dl) nas primeiras 48 horas pós-trauma em pacientes com infusão intravenosa 

contínua, livre de glicose, para manutenção de fluido basal (MELO et al., 2010). A hiperglice-

mia é uma resposta ao estresse e um reflexo metabólico pós-TCE e está associado com aumento 

de danos cerebrais isquêmicos, edema e morte celular (SHI et al., 2015). Entre os fatores rela-

cionados com o desencadeamento da hiperglicemia estão 1) a ativação do eixo hipotálamo-

hipófise-adrenal e do sistema nervoso autônomo simpático, que induzem o aumento de cateco-

laminas, cortisol, glucagon e hormônios do crescimento no sangue, que estimulam a glicoge-

nólise (BOSARGE et al., 2015); 2) inflamação sistêmica, com liberação de TNF-α que diminui 

os níveis de genes adipócitos-específicos e aumenta os genes pré-adipócitos (RUAN et al., 
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2002). Ainda, as respostas inflamatórias aumentam o nível do hormônio liberador de cortico-

trofina (CRH) e estimulam a liberação do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) que induzem 

o aumento de glicose no sangue (GDEK-MICHALSKA et al., 2013); 3) disfunção da hipófise 

e hipotálamo, vitais para a homeostase de glicose, gerando aumento na gliconeogênese e redu-

ção na sensibilidade à insulina (SALEHI et al., 2007). 

Em um ensaio clínico de 2012, Saadat e colaboradores mostraram 75% dos pacientes 

apresentaram hiperglicemia nas primeiras 24 horas e que os níveis de glicose no sangue dos 

pacientes que não sobreviveram foram significativamente maiores nos três primeiros dias de 

internação, quando comparado ao grupo de sobreviventes (SAADAT et al., 2012). Assim, a 

hiperglicemia precoce está associada à desfechos desfavoráveis e a persistência desse estado é 

um preditor da mortalidade nos pacientes (ALVIS-MIRANDA et al., 2014; FU et al., 2017; 

YOUNG et al., 2017). Observa-se também que os pacientes que desenvolvem hiperglicemia 

são aqueles com menores valores na GCS, indicando que a severidade do trauma é um fator 

associado ao desbalanço glicêmico (KHAJAVIKHAN et al., 2016). 

O manejo clínico para o controle da glicemia periférica se dá por administração de in-

sulina. Porém, apesar das evidências de efeitos positivos, essa diretriz ainda apresenta contro-

vérsias pois não se tem consenso sobre qual é o nível glicêmico e a quantidade de insulina ideais 

para se ter resultados benéficos, uma vez que o controle glicêmico rigoroso com insulinoterapia 

- manutenção da glicemia abaixo de 110mg/dl - está associado com o surgimento de episódios 

de hipoglicemia (glicose abaixo de 40mg/dl), que gera efeitos deletérios também à nível de 

Sistema Nervoso Central (SNC) (AZEVEDO et al., 2007; EAKINS, 2009). Portanto, as conse-

quências diretas da hiperglicemia e intervenções terapêuticas corretas para controlar o nível de 

glicose no sangue permanecem desconhecidas (SHERIFF; HINSON, 2015). 

Um estudo com pacientes pós-trauma do Hospital Universitário de Zurique, tratados 

com insulinoterapia, mostrou que a manutenção da glicose na faixa de 90 à 144 mg/dl é benéfica 

na primeira semana, pois há redução da taxa de mortalidade e diminuição da pressão intracra-

niana (PIC). Na segunda semana, o grupo com glicemia na faixa de 63 a 117 mg/dl, foi aquele 

que apresentou redução na incidência de aumentos na PIC, de infecções e melhora no prognós-

tico clínico, indicando que o controle glicêmico necessita ser temporariamente adaptado 

(MEIER et al., 2008). 
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1.1.6 Insulina no Sistema Nervoso Central 

 

Nos últimos anos, tem-se descoberto que o cérebro é alvo da ação do hormônio insulina, 

teoria sustentada pela identificação de receptores de insulina (RI) no cérebro bem como a ca-

pacidade da passagem de insulina pela barreira hematoencefálica (BHE) e a síntese desse hor-

mônio no tecido cerebral (HOPKINS; WILLIAMS, 1997; KARELINA et al., 2016). Os RI 

estão presentes em todas as regiões do cérebro; as áreas de maior concentração são no hipo-

campo, córtex, hipotálamo e bulbo olfatório (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012).  

A insulina é conhecida como o principal regulador dos níveis de glicose no sangue, 

estimulando a captação de glicose pelos tecidos periféricos, via transportador GLUT-4 (GLUT, 

do inglês glucose transportes). O cérebro era considerado um órgão insensível à insulina, uma 

vez que os transportadores de glicose presentes na BHE (GLUT-1) e nas células neuronais 

(GLUT-1 em astrócitos; GLUT-3 em neurônios) são insulino-independentes. Porém, cresce o 

número de estudos que mostram que a insulina desempenha um papel neurorregulatório, com 

ação na regulação do comportamento alimentar, desenvolvimento neuronal, com efeitos na neu-

roplasticidade, e processos cognitivos, incluindo memória, aprendizado e atenção (GRAY; 

MEIJER; BARRETT, 2014; SHI et al., 2015).  

Observa-se o aumento da insulina no líquido cerebroespinal (LCE) após infusão de in-

sulina via intravenosa em modelos animais, comprovando que a insulina atravessa a BHE 

(BANKS et al., 1997; MARGOLIS; ALTSZULER, 1967). Isso ocorre via transportador pre-

sente na BHE, por um mecanismo de saturação, sendo regulado por diversos fatores como gli-

cocorticoides, situações patofisiológicas e estados de jejum ou alimentado (BLÁZQUEZ et al., 

2014).  

O nível de insulina no LCE é determinado pela concentração periférica e pela produção 

no SNC (BANKS; OWEN; ERICKSON, 2012). A confirmação da síntese de insulina no cére-

bro tem sido baseada em diferentes experimentos, que verificaram a presença do peptídeo-C e 

de mRNA de insulina em diferentes regiões do cérebro. O peptídeo-C é gerado na formação de 

insulina, por clivagem da pró-insulina, e é amplamente utilizado para dosar a produção de in-

sulina endógena (BLÁZQUEZ et al., 2014). 

 

 1.1.6.1 Sinalização de insulina 

Os receptores de insulina (RI) são proteínas heterotetraméricas, compostos por duas su-

bunidades α e duas subunidades β, unidas por pontes dissulfeto (figura 2). Há duas isoformas, 
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IR-B e IR-A, que estão presentes em todas as estruturas do cérebro; porém a IR-A é a isoforma 

de maior prevalência no SNC (TATULIAN, 2015). 

 

 

Figura 2 - Estrutura do receptor de insulina 

 

Fonte: CHIU, Shu Ling; CLINE, Hollis T. Insulin receptor signaling in the development of 

neuronal structure and function. Neural Development, v. 5, n. 1, p. 1-18, 2010 

 

A insulina se liga na subunidade α do receptor e promove a fosforilação do sítio tirosina-

cinase das subunidades β, ativando-o. O receptor é internalizado e se inicia a ativação das cas-

catas intracelulares dependentes de insulina. As primeiras proteínas serem fosforiladas e ativa-

das são as pertencentes à família dos substratos receptor de insulina (IRS), o qual apresenta dois 

subtipos: IRS-1 e IRS-2. As respostas mediadas por IRS-1 atuam nas vias de translocação pro-

teica, apoptose, estresse oxidativo e autofagia. Já as respostas mediadas pela IRS-2 levam a 

proliferação e transcrição gênica (BLÁZQUEZ et al., 2014; SCHULINGKAMP et al., 2000). 

A sinalização de insulina é mediada por duas cascatas de sinalização: PI3K-AKT, que 

estão relacionados com os processos de tradução proteica, autofagia, apoptose e estresse oxida-

tivo; e RAS-MAPK/ERK, promovendo diferenciação, proliferação e morte celular (figura 3) 

(BIESSELS; REAGAN, 2015; PLUM; SCHUBERT; BRÜNING, 2005). 
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Figura 3 - Transdução de sinais e vias ativadas pela insulina e IGF-1 (Fator de crescimento 

semelhante à insulina tipo 1). 

 

Fonte: BLÁZQUEZ, Enrique et al. Insulin in the brain: its pathophysiological implications for 

states related with central insulin resistence, type 2 diabetes and Alzheimer’s disease. Frontiers 

in Endocrinology, v.5, p. 1-21, out 2014. 

 

1.1.7 Efeitos da insulina na atividade mitocondrial 

 

Os efeitos da insulina na atividade mitocondrial é amplamente explorada em estudos 

que abordam os tecidos periféricos, como o músculo esquelético e fígado e evidenciam uma 

forte correlação entre a resistência à insulina e o prejuízo na função mitocondrial 

(MONTGOMERY; TURNER, 2014). Observa-se redução na atividade oxidativa e fosforilativa 

da mitocôndria, devido a diminuição da atividade das enzimas oxidativas, em pacientes e mo-

delos animais com resistência à insulina. A presença desse hormônio promove aumento na ex-

pressão de proteínas mitocondriais, atividade de enzimas oxidativas e síntese de ATP, eviden-

ciando a importância da insulina na biogênese mitocondrial (CHENG; TSENG; WHITE, 2010). 
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Além disso, a insulina apresenta efeito na regulação do processo de fusão mitocondrial em car-

diomiócitos por ação na via de sinalização Akt-mTOR-NFkB-Opa-1 (PARRA et al., 2014). A 

fusão é um processo que ocorre quando a célula necessita de uma alta produção de ATP durante 

alta atividade metabólica e/ou estresse. Formam-se redes mitocondriais estendidas, que é regu-

lado pela proteína Opa-1 (Optic Atrophy 1) e Mfn1/2 (Mitofusin1/2) (WESTERMANN, 2012). 

No tecido cerebral, os estudos são mais escassos. Porém há evidências de que a insulina 

promove  redução da produção de peróxido pela mitocôndria e evita alteração no potencial de 

membrana mitocondrial em mitocôndrias isoladas de cérebros de ratos (MULLER et al., 2013). 

Ainda, são observadas alterações no consumo de oxigênio mitocondrial em  mitocondriais ce-

rebrais de modelos animais de hiperglicemia induzido por streptozotocina (STZ), bem como 

redução na concentração de ATP e aumento na produção de peróxido de hidrogênio, parâmetros 

que foram revertidos pelo tratamento com insulina (MOREIRA et al., 2006, 2005). Dessa 

forma, sugere-se a insulina como um regulador de alvos mitocondriais, podendo desempenhar 

um papel importante na modulação da disfunção mitocondrial observadas pós-TCE. Porém, os 

efeitos da insulina sobre a atividade mitocondrial cerebral ainda permanecem pouco claros, 

sendo um tema que necessita de maior aprofundamento. 
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1.2 JUSTIFICATIVA 

 

O TCE é uma patologia com alta frequência na sociedade e afeta fortemente a qualidade 

de vida dos indivíduos. As lesões associadas ao trauma geram uma gama de alterações no SNC 

e aprimorar os conhecimentos acerca das vias associadas a essa patologia pode ser benéfico 

para acelerar a recuperação do paciente, diminuir os danos cognitivos e neurológicos e buscar 

por possíveis agentes terapêuticos. Há muitos fatores que agravam o prognóstico do paciente, 

muitos dos quais apresentam um protocolo padrão de manejo clínico. No entanto, a hiperglice-

mia, é uma condição para a qual as intervenções terapêuticas apresentam controvérsias. Sabe-

se que controlar a glicemia é extremamente importante para a melhora no prognóstico e o con-

trole glicêmico com administração de insulina tem-se mostrado eficaz em muitos casos. A in-

sulina é conhecida por ser o principal regulador da glicemia periférica e se tem demostrado seu 

efeito no SNC como agente neuroprotetor e neuromodulador. Visto que a insulina é utilizada 

no tratamento de pacientes com TCE e que, além de controlar a glicemia, ela apresenta funções 

neurometabólicas importantes, torna-se relevante estudar os efeitos associados à ação da insu-

lina no TCE, contribuindo para o entendimento dos processos que metabólicos que ocorrem 

pós-trauma. 
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1.3 OBJETIVOS 

 

1.3.1 Objetivo geral 

 

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da hiperglicemia e tratamento 

com insulina periférica na morbidade e mortalidade, em um modelo animal de TCE, além de 

avaliar os efeitos desse hormônio nos desfechos celulares associados à morte neuronal e mo-

dulação da neuroenergética mitocondrial pós-trauma. 

 

 

1.3.2 Objetivos específicos 

 

 - Avaliar os efeitos cognitivos do tratamento com insulina e a mortalidade dos animais 

pós-TCE. 

- Verificar alterações em proteínas envolvidas na sinalização de insulina tais como IR, 

IRS, AKT, GSK3b.  

- Avaliar viabilidade celular. 

- Avaliar parâmetros mitocondriais de consumo de O2, atividade dos complexos da ca-

deia de transporte de elétrons, produção de peróxido de hidrogênio, potencial de membrana 

mitocondrial.  
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RESUMO 

Após o traumatismo cranioencefálico (TCE), a hiperglicemia é a ocorrência mais comum, as-

sociada ao aumento da mortalidade e piora no prognóstico clínico e neurológico. A administra-

ção de insulina, nesses casos, favorece a recuperação do paciente. Além de controlar a glicemia 

periférica, esse hormônio apresenta efeitos neurotróficos e neurometabólicos que podem favo-

recer a recuperação pós-TCE. Objetivo: investigar os efeitos da insulina na cognição, metabo-

lismo neuronal e desfechos celulares pós-TCE. Para tal, utilizamos protocolos in vivo e ex vivo, 

avaliando efeitos crônicos e agudos da insulina no TCE. Resultados: a curva de dose-tempo de 

insulina mostrou que a dose de 20U/kg foi a mais efetiva em controlar a glicemia. Observamos 

que os animais TCE apresentam atividade hiperlocomotora além de um efeito combinado entre 

TCE e hiperglicemia no aumento da mortalidade e na presença de déficit na memória de reco-

nhecimento, fatores que são prevenidos pelo tratamento com insulina. Os experimentos ex vivo, 

em fatias hipocampais, revelou que o tratamento com insulina foi responsivo somente no grupo 

sham; há comprometimento na síntese de ATP 24 h pós-TCE, embora o consumo mitocondrial 

de oxigênio basal não é alterado e não seja observado variações na viabilidade celular. Conclu-

são: a hiperglicemia contribui para o prejuízo na memória de reconhecimento e aumento na 

mortalidade após o TCE. Ainda, o TCE leva à redução no consumo de oxigênio em concentra-

ções saturantes de ADP, indicando um possível dano na ATP-sintase, no hipocampo, 24 h após 

o trauma, sendo esse efeito anulado na presença de insulina.  

 

 

Palavras chave: TCE. Hiperglicemia. Insulina. Memória de reconhecimento 
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Introdução  

O traumatismo cranioencefálico (TCE) é considerado um importante problema de saúde pública 

e econômica em todo mundo.1–3 Nos Estados Unidos, um terço das mortes por causas externas 

são atribuídas ao TCE e foram registrados 2,5 milhões de casos somente em 2010 (CDC – 

Center for Disease Control and Prevention). Os danos desencadeados por essa afecção alteram 

o comportamento físico, emocional e psíquico, afetando negativamente a qualidade de vida dos 

indivíduos.3–5 Fisiopatologicamente, o TCE causa lesões no parênquima cerebral e estruturas 

associadas que culminam com a ativação de cascatas de eventos neurotóxicos como inflamação, 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), disfunção mitocondrial e ativação de vias 

apoptóticas e autofágicas.6–13  

 

Dentre as complicações secundárias ao TCE, a hiperglicemia é o evento mais comum, definida 

pelo aumento da glicose sanguínea acima de 200 mg/dl nas primeiras 48 horas após o trauma.14 

Disfunções no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e a inflamação são algumas das alterações que 

promovem a ativação da glicogenólise e o aumento da glicose no sangue, caracterizando o qua-

dro de hiperglicemia, efeito que está fortemente associado com a mortalidade pós-trauma, piora 

no prognóstico clínico e aumento das complicações neurológicas a longo prazo.15–19 De acordo 

com Saadat e colaboradores (2012), 75% dos pacientes com TCE desenvolvem hiperglicemia 

dentro de 24 horas, apresentando mortalidade de 37%, contrastando com a ausência de morta-

lidade, neste mesmo período, nos pacientes em que a glicemia é normal.18 Esse efeito se inten-

sifica em casos de hiperglicemia prolongada, no qual se observa mortalidade de 83% e 80% em 

pacientes com persistência da glicose elevada por 48 e 72 horas respectivamente.20 A hipergli-

cemia propicia a ocorrência de acidose, distúrbios eletrolíticos, manutenção da inflamação e 

alteração da barreira hematoencefálica, atuando como um facilitador da progressão dos danos 

secundários e exacerba o dano às células nervosas e estruturas cerebrais.8,21 
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A administração periférica do hormônio insulina é a ferramenta utilizada nas Unidades de Te-

rapia Intensiva (UTI) para controle e manutenção dos níveis sanguíneos de glicose em valores 

normais nos pacientes com TCE.22–24 Estudos mostram que a introdução de um protocolo de 

manutenção dos níveis glicêmicos entre 140 e 180 mg/dL, reduz em 30% a mortalidade nos 

pacientes e favorece a recuperação pós-trauma.25,26 Além de atuar perifericamente na manuten-

ção da glicemia, a sinalização de insulina também desempenha efeitos importantes no Sistema 

Nervoso Central (SNC). 

 

As funções metabólicas do corpo, tais como comportamento alimentar e manutenção energé-

tica, estão relacionadas com a ação da insulina no cérebro.27–31 Nos últimos anos, estudos mos-

tram que esse hormônio apresenta efeitos importantes também para a memória e cognição, com 

ação funcional em diferentes regiões do cérebro, em especial nas áreas do hipocampo envolvi-

das no reconhecimento e memórias globais32–34, além de apresentar efeitos neuroprotetores e 

de neuroplasticidade, atuando contra a toxicidade beta-amilóide, isquemia, estresse oxidativo e 

apoptose. 35,36  

Visto que a terapia com insulina é altamente utilizada na clínica em pacientes com TCE e que 

esse hormônio é efetivo no controle da glicemia e apresenta funções neurometabólicas impor-

tantes, buscamos investigar os efeitos da insulina na cognição, metabolismo neuronal e desfe-

chos celulares pós-TCE.  
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Materiais e métodos 

 

Animais: foram utilizados camundongos C57BL6, machos e adultos (60-90 dias), oriundos do 

Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas, mantidos em caixas-moradias sob condi-

ções padrões de biotério (umidade e temperatura controlados; ciclo claro-escuro de 12 horas; 

comida e água ad libitum). Para ambientação ao biotério, os animais permaneceram por 15 dias 

em suas caixas moradias sem manipulação experimental. Após esse período, foram submetidos 

a experimentos in vivo e ex vixo. Todos os procedimentos foram conduzidos de acordo com a 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (número 

do protocolo CEUA: 29844). 

 

PROTOCOLO 1: indução do estado hiperglicêmico e tratamento com insulina periférica 

 

Curva glicêmica para escolha da dose de insulina: os animais receberam injeção de strepto-

zotocina (STZ, 150 mg/kg, via intraperitoneal, Sigma) para indução do estado hiperglicêmico.37 

Três dias após, fez-se a dosagem da glicemia em jejum de 2 horas (h) e os animais foram divi-

didos em três grupos diferentes, por dose de insulina (5, 10 ou 20 U/kg; LANTUS® - insulina 

glargina). Utilizou-se via subcutânea para administração das injeções, realizada em intervalos 

de 12 h, às 7:00 e às 19:00 h. Nos dias 8, 17 e 25 pós-tratamento, fez-se a dosagem da glicemia 

em jejum de 0, 2, 4 e 6 h. A dosagem da glicose sanguínea foi realizada utilizando um glicosí-

metro (OnCall® Plus) e o sangue foi coletado por punção na cauda. 38 

 

Divisão dos grupos experimentais: uma segunda leva de animais recebeu injeção de 150 

mg/kg de STZ - dia zero - via intraperitoneal (desenho experimental, figura 1). Três dias após 

a injeção, fez-se a dosagem da glicemia em jejum de 2 h. Os animais foram divididos em quatro 
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grupos: sham salina (SS), sham insulina (SI), TCE salina (TS) e TCE insulina (TI). Posterior-

mente, iniciou-se o tratamento com insulina 20 U/kg nos grupos insulina; os animais do grupo 

salina receberam volumes equivalentes em salina.  

 

Modelo de indução do TCE: utilizou-se o modelo de impacto cortical controlado (ICC) que 

mimetiza um TCE aberto e moderado.39 No dia 10, os animais foram anestesiados com aneste-

sia inalatória que consiste em uma mistura de oxigênio e isofluorano (5% e 2% de anestésico 

para indução e manutenção, respectivamente), e colocados no estereotáxico. Fez-se assepsia da 

pele com etanol 70%, seguido por incisão longitudinal na região central da cabeça. Para expor 

a dura mater, realizou-se uma crâniotomia de 4 mm de diâmetro, posicionada no centro do 

Bregma e Lambda e a 0,5 mm da linha média. O equipamento de ICC (Leica Biosystems) é 

acoplado ao estereotáxico e apresenta um pistão de 3 mm de diâmetro que foi posicionado rente 

à dura mater. O impacto foi realizado com os seguintes parâmetros: velocidade de 5,7 m/s, 

tempo de permanência de 100 ms e profundidade de impacto de 1,5 mm. A área da lesão foi 

recoberta por material acrílico e se fez a sutura da pele. Todos os animais receberam cuidados 

pós-operatórios e posteriormente foram alocados em suas respectivas caixas-moradia. Os ani-

mais controle (sham) foram submetidos ao mesmo procedimento cirúrgico, exceto à indução 

do ICC. 40 

 

Teste de reconhecimento de objetos (RO): no dia 16, os animais foram expostos ao aparato 

(30 cm x 30 cm x 60 cm) 48 e 24 h antes da realização do teste de RO, por 15 minutos, para 

sessões de habituação. No dia seguinte, os animais foram submetidos a uma fase de treino - 

sessão de aquisição - em que dois objetos idênticos foram alocados no centro do aparato de 

forma equidistante. A sessão teste foi realizada 90 minutos após o treino e um dos objetos foi 

substituído, sendo apresentado ao animal um objeto novo e um familiar. Em cada sessão, os 
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animais puderam explorar livremente o ambiente e objetos por 10 minutos. O índice de reco-

nhecimento foi definido como (TN/Ttotal)*100, onde TN = tempo gasto explorando o novo 

objeto; Ttotal = tempo de exploração do objeto novo e familiar. 41,42 

 

PROTOCOLO 2: Estimulação com insulina em fatias de hipocampo 

 

Preparação de fatias de hipocampo: uma terceira leva de animais foi submetido à indução do 

TCE e 24 h após foram eutanasiados por decaptação. Os cérebros foram coletados e o hipo-

campo ipsilateral a cirurgia foi dissecado e fatiado com McIlwain Tissue Chopper na espessura 

de 400 mm. As fatias foram separadas e incubadas em tampão HBBS (em mM: NaCl 137; 

Na2HPO4 0,63; NaHCO3 4,17; KCl 5,36; KH2PO4 0,44; CaCl2 1,26; MgSO4 0,41; MgCl2 0,49 

e glicose 5,5; pH 7,4) à 37°C por 30 minutos para estabilização. Após, o meio foi retirado e as 

fatias foram incubadas em meio HBSS hiper, com alta concentração de glicose (22,2 mM) ou 

HBSS normo, com concentrações normais de glicose (5,5 mM), seguido por adição de insulina 

a 10 nM (LANTUS® - insulina glargina). Parte das amostras não recebeu insulina; esses grupos 

servem como controle da adição de insulina. Realizou-se incubação à 37°C por 30 minutos. 

Dessa forma, obtivemos os seguintes grupos experimentais: 

Grupo TCE em meio normo com adição de insulina OU sem insulina. 

Grupo TCE em meio hiper com adição de insulina OU sem insulina. 

Grupo sham em meio normo com adição de insulina OU sem insulina. 

Grupo sham em meio hiper com adição de insulina OU sem insulina. 

 

Imunoquantificação (Western blot): após a última incubação, as fatias foram coletadas e ho-

mogeneizadas em tampão NP-40 (NaCl 150 mmol/L, Triton X-100 1%, Tris 50 mmol/L, pH 8) 

com coquetel de inibidores de protease (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma, 10%) e fosfatase 
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(Phosphatase Inhibitor Cocktail B, Santa Cruz, 10%). A quantificação de proteínas foi realizada 

pelo método de BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit – Thermo Scientific). Após normaliza-

ção das amostras, 20 ug de proteína foram submetidas a eletroforese em gel de acrilamida 10 

ou 12%, e transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare Life Sciences, 0,45 

um). Para impedir ligações inespecíficas dos anticorpos à membrana, estas foram bloqueadas 

por 1 h com TTBS (Tween-Tris buffered saline, Tris–HCl 100 mM; Tween 20 0,05%; pH 7.5) 

contendo 5% de albumina bovina (InLab). Posteriormente, as membranas foram incubadas 

overnight com os anticorpos-primário de interesse: phospho-IRS1 Ser612 (Cell Signaling), anti-

IRS1 (abcam), phospho-GSK3β Ser9 (Cell Signaling), anti-GSK3β (abcam) e actina (Sigma). 

As membranas foram lavadas com TTBS e incubadas por 2 h, com anticorpo secundário anti-

mouse (1:10000, GE Healthcare Life Sciences) ou anti-rabbit (1:25000, Sigma). A revelação 

por quimiluminescência foi realizada no equipamento Iluminescent Image Analyzer (GE) e a 

intensidade das bandas foram quantificadas pelo software Image J. Os resultados são expressos 

por porcentagem do controle.  

 

Respirometria: parâmetros mitocondriais foram avaliados utilizando um respirômetro de alta-

resolução em tempo real (Oxygraph-2k). Após a última incubação, as amostras foram homoge-

neizadas em tampão de homogeneização (em mM: TRIS 10; sacarose 320; EDTA 1; pH 7,4), 

suplementado com 0,005 mg/ml de digitonina. 150 ul de amostra foram adicionadas na câmara 

do respirômetro, com temperatura constante (37°C), contendo 2 ml de tampão de respiração 

(em mM: TRIS 10; manitol 320; Na2HPO45; KCl 50; MgCl2 4; EDTA 0,73; pH 7,4). O proto-

colo, adaptado de Gnaiger, consiste em adições sequenciais de substratos metabólicos e inibi-

dores dos complexos da cadeia de transporte de elétrons para avaliar consumo de oxigênio (O2) 

e atividade dos complexos mitocondriais.43 A respiração mitocondrial não fosforilativa (Leak) 
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é determinada pela estimulação das mitocôndrias com PMG (piruvato 0,8 M; malato 1 M; glu-

tamato 1 M), seguido pela adição de adenosina difosfato (ADP 0,1 M), para determinar capa-

cidade de fosforilação oxidativa do complexo I (OXPHOS CI). Posteriormente, acrescentou-se 

succinato (1 M) para avaliar a respiração advinda dos complexos I e II da cadeia de transporte 

de elétrons (OXPHOS CI e CII) e ADP para determinação da atividade fosforilativa mitocon-

drial máxima (máximo OXPHOS). Adiciona-se rotenona (1 mM), para avaliação da funciona-

lidade do complexo II (OXPHOS CII), seguido por cianeto de potássio (KCN 0,1M), para de-

terminação do consumo de oxigênio não mitocondrial. Os resultados foram normalizados pela 

quantidade de proteína das amostras e expressos em % do fluxo de O2 por unidade do basal de 

cada amostra. 

 

Produção de peróxido de hidrogênio (H2O2): a produção de H2O2 foi avaliada simultanea-

mente à respirometria utilizando Fluorescence-Sensor Green do O2k-Fluorescence LED2-Mo-

dule que mede a produção de peróxido. O tampão foi suplementado com Amplex® UltraRed (2 

mM), HRP (horseradishperoxidase, 1 U/ml) e SOD (superóxido dismutase, 5 U/ml). O método 

é baseado na oxidação do Amplex dependente de H2O2, à um componente fluorescente, catali-

sado pela HRP. Os resultados são expressos em porcentagem da produção de H2O2 basal.  

 

Ensaio colorimétrico de MTT: para avaliar a viabilidade celular das fatias, utilizou-se a téc-

nica colorimétrica de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). Após 

a última incubação, retirou-se o meio e se acrescentou 0,5 mg/ml de MTT (Sigma) em PBS 

(Phosphate-buffered saline, NaCl 137 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM e KH2PO4 2 mM) 

e as fatias foram incubadas a 37°C por 45 minutos. O formazan, de coloração roxa, formado 

durante esse período, é solubilizado em DMSO (dimethylsulfoxide) e medido a 560 e 630 nm 

utilizando o equipamento Spectramax M5 (Molecular Devices). As fatias foram coletadas e 
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deixadas overnight na estufa para obtenção do peso das mesmas. Os resultados são normaliza-

dos pelo peso e expressos em valores absolutos. 

 

Análise estatística: as análises foram processadas utilizando o software GraphPad Prism 6. A 

avaliação da normalidade foi realizada utilizando o teste de Kolmogorof-Smirnov. Os dados 

foram avaliados pelo teste de variância com duas vias (Two-way Analysis of Variance – 

ANOVA), com post-hoc de Bonferroni, considerando diferenças estatísticas quando p<0,05. Os 

resultados são expressos por média ou média + SEM.  
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Resultados 

Curva de doses de insulina 

Para determinar a dose de insulina a ser administrada, realizamos uma curva de dose-tempo 

com doses de 5, 10 e 20 U/kg de insulina. A dose de 5 U/kg foi a menos efetiva pois reduziu a 

glicemia somente nas duas primeiras horas após a injeção, voltando a níveis elevados em quatro 

horas (p<0.001, figura 2A). A dose intermediária, de 10 U/kg de insulina, reduziu a glicemia 

nas primeiras duas horas após a injeção e manteve os animais em normoglicemia por até 4 

horas, no 13º e 21º dia de tratamento (p<0.0001, figura 2B). Já o tratamento com 20 U/kg man-

teve a glicemia estável por até seis horas após a injeção, no 13º e 21º dia de tratamento 

(p<0.0001, figura 2C), mostrando ser a dose mais efetiva para o tratamento de animais hiper-

glicêmicos, em nosso modelo de STZ em estudo, sendo esta a dose escolhida para os experi-

mentos seguintes. 

 

Indução do estado hiperglicêmico e tratamento com insulina 20 U/kg  

Os animais receberam injeção STZ via intraperitoneal e a glicemia foi mensurada três dias após 

a administração. Nos roedores, considera-se hiperglicemia os valores glicêmicos acima de 200 

mg/dl em jejum.37 A glicemia da maioria dos animais apresentou-se acima do valor de referên-

cia, confirmando a indução do estado hiperglicêmico (figura 3A). Apenas 2,5% dos animais 

não exibiram essa condição e foram excluídos do estudo. Observou-se também sintomas clás-

sicos desenvolvidos em casos de hiperglicemia como poliúria (dados não mostrados) e poli-

dipsia, caracterizado pelo aumento do consumo de água nos animais que receberam STZ (figura 

3B). O peso corporal dos animais foi monitorado ao longo de todo o experimento e avaliado 

com base no delta do peso (peso no dia 19 – peso no dia 4) e se observou redução do peso 

corporal em todos os grupos (figura 3D).  
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O tratamento com insulina 20 U/kg iniciou no 4º dia de experimento (figura 1, desenho experi-

mental). A glicemia casual foi monitorada no momento da cirurgia para se ter controle deste 

parâmetro entre os grupos (figura 3C) e constatamos que durante o ICC a glicemia do grupo 

TCE insulina (TI) estava controlada e significativamente menor que o grupo TCE salina (TS) 

(p=0,001).  

Dessa forma o STZ foi eficaz na indução do estado hiperglicêmico e o tratamento com insulina 

20 U/kg foi capaz de manter os níveis glicêmicos controlados no momento da cirurgia e ao logo 

de todo protocolo experimental. 

 

Hiperglicemia provoca aumento na mortalidade pós-TCE 

A mortalidade pós-TCE é significativamente maior no grupo TS (p=0.037), no qual a porcen-

tagem de sobrevivência foi de apenas 55,5% (figura 5), dados que corroboram com estudos 

clínicos. Observa-se efeito combinado entre TCE e hiperglicemia, uma vez que somente esse 

grupo apresentou taxas de mortalidade significativamente maiores. Os animais sham, tanto os 

hiperglicêmicos como os tratados com insulina, apresentaram sobrevida de 100%. 

 

Insulina previne déficit na memória de reconhecimento causado pelo TCE. 

Para avaliar a memória de reconhecimento, os animais foram submetidos ao teste de reconhe-

cimento de objetos (RO). As sessões de habituação ao aparato indicam que os animais TCE 

exibem aumento na atividade locomotora, visto que percorreram uma distância maior no apa-

rato e apresentaram velocidade média maior, quando comparada aos animais sham, nas duas 

sessões (p<0.0001, figura 6). Na análise minuto a minuto do teste, observamos redução da dis-

tância percorrida no aparato nos minutos finais do teste indicando que tanto os animais sham 
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quanto os TCE habituaram ao aparato (figura 7). Para avaliar os efeitos do TCE na memória de 

reconhecimento, realizamos o teste de reconhecimento de objetos. Na sessão de aquisição, to-

dos os grupos exploraram de maneira uniforme ambos os objetos, indicando que não houve 

preferência por um dos objetos e/ou lados do aparato (pobjetos=0,99; figura 8A). Em relação ao 

tempo total de exploração dos objetos (tempo no objeto A + tempo no objeto B), os resultados 

mostram que o grupo TS passou mais tempo explorando-os, quando comparado ao grupo TI 

(p=0,009; figura 8B), assinalando maior familiarização ao objetos, no grupo TS; os grupos SS 

e SI, exploraram os objetos em tempos semelhantes ao grupo TI, porém sem apresentar dife-

renças estatísticas entre o grupo TS. A sessão teste revelou que o grupo TS explorou de maneira 

semelhante os objetos novo e familiar, o que não foi observado nos demais grupos, indicando 

prejuízo na memória de reconhecimento no grupo TS (p<0,0001; figura 8C); o tratamento com 

insulina evitou a ocorrência de déficit de memória no grupo TI.  

Na habituação, observou-se hiperlocomoção no grupo TCE, comportamento que não compro-

meteu a realização do teste de reconhecimento de objetos, visto que os animais habituaram ao 

aparato e que a exploração de ambos os objetos na sessão de aquisição foi semelhante. Há um 

prejuízo na memória de reconhecimento no grupo TS que foi prevenido pela administração de 

insulina no grupo TI. 

 

Fatias hipocampais de animais TCE não são responsivas à insulina 

O imunconteúdo de proteínas da via de sinalização de insulina foram avaliadas no protocolo 2, 

para verificar se a adição de insulina ao meio foi capaz de ativar a cascata de sinalização desse 

hormônio. 

A partir dessa sessão, os grupos experimentais serão indicados da seguinte forma “TCE ou sham 

– meio de incubação”. 
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Não observamos diferenças no conteúdo das proteínas pIRS1Ser612 e IRS1 entre os grupos ex-

perimentais (figura 9A e 9B), porém a razão pIRS1Ser612/IRS1 está aumentada no grupo sham, 

na presença de insulina (grupos sham-normo insulina e sham-hiper insulina, pinsulina=0,016). O 

mesmo não foi observado no grupo TCE em presença do hormônio (grupos TCE-normo insu-

lina e TCE-hiper insulina) (figura 9C). Esses resultados indicam que as fatias do grupo TCE 

não foram responsivas à insulina. 

 Em relação ao conteúdo de pGSK3ßSer9 e GSK3ß e à razão pGSK3ßSer9/GSK3ß não houve 

diferença entre os grupos experimentais (figura 10), exceto pela diminuição dessa razão no 

grupo sham-hiper em relação ao controle (sham-normo, p=0,016). 

 

TCE provoca prejuízos na resposta mitocondrial à substratos exógenos.  

Quando avaliamos a respiração mitocondrial basal, não há diferenças estatística entre os grupos 

(dados não mostrados), evidenciando que não existe alterações no metabolismo mitocondrial 

do grupo TCE quando comparado com o grupo sham, referente as condições basais e substratos 

endógenos. Porém, se observou mudanças importantes na atividade mitocondrial, quando as 

mitocôndrias foram desafiadas com substratos exógenos, com concentrações saturantes. Ao 

comparar o grupo sham com o TCE, em meio de incubação normo, observamos uma redução 

na respiração nos estados mitocondriais de OXPHOS (CI), máximo OXPHOS e OXPHOS 

(CII). A presença de insulina neste meio anulou essa diferença (figuras 11B, 11D e 11E). 

Quando as mitocôndrias foram submetidas ao meio de incubação hiper, não houve diferenças 

entre os grupos, independente da presença de insulina. 

Ao comparamos a resposta dos animais sham nos diferentes meios, observamos redução na 

respiração do grupo hiper insulina em relação ao grupo normo, nos estados OXPHOS (CI+CII) 
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e máximo OXPHOS (figuras 11C e 11D), o que não ocorreu no grupo TCE. Mesmo com alte-

rações na respiração mitocondrial, a produção de espécies reativas de oxigênio, analisadas pela 

produção de H2O2, não alterou durante todo o procedimento experimental (figura 12). 

 

Viabilidade celular não é alterada em 24 h pós trauma nem modificada pelos meios de incu-

bação. 

Em 24 horas não há alteração na viabilidade celular no hipocampo de animais com TCE e a 

adição de glicose e insulina não modificou os resultados observados (figura 13). 
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Discussão 

O presente trabalho se propôs a investigar os efeitos da hiperglicemia e da administração de 

insulina em modelo animal de TCE moderado. Para tal, realizamos experimentos in vivo, no 

qual avaliamos tanto os efeitos periféricos quanto centrais, e ex vivo para avaliar, especifica-

mente, os impactos à nível cerebral em parâmetros metabólicos e celulares.  

 

Com objetivo de induzir um quadro de hiperglicemia, administramos STZ, droga utilizada tam-

bém como ferramenta para o estudo animal de Diabete Melittus Tipo 1 (DM1).44–49 Essa subs-

tância age seletivamente nas ilhotas β pancreáticas, destruindo-as e impossibilitando a produção 

de novas moléculas de insulina. Como efeito, os animais apresentam deficiência de insulina, 

hiperglicemia, polidipsia e poliúria.37  

 

Dentro do contexto do TCE, sabe-se que a hiperglicemia transitória é um fator determinante 

para o desfecho clínico dos pacientes. Estudos epidemiológicos com pacientes diabéticos afir-

mam que a mortalidade pós-TCE é maior nos pacientes que não fazem o uso de insulina regu-

larmente, submetendo o organismo a períodos de hiperglicemia; e que o prognóstico de indiví-

duos diabéticos, que sofrem um evento de TCE, é pior naqueles que são insulinodependentes19. 

Desta forma, propomos um modelo animal de hiperglicemia seguido pelo tratamento com in-

sulina, para avaliar os efeitos do controle glicêmico na recuperação pós-TCE. Para escolha da 

dose ideal para o tratamento dos camundongos hiperglicêmicos, realizamos curvas de dose-

tempo com doses de insulina de 5, 10 e 20 U/kg. 

 

A insulina glargina (LANTUS®) é um análogo à insulina humana que apresenta ação prolon-

gada e liberação lenta, evitando a ocorrência de episódios de hipoglicemia.50 Com os resultados 

da curva dose-tempo de insulina observou-se que a administração desse hormônio na dose de 
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20 U/Kg foi capaz de reduzir e manter os níveis de glicose controlados por até 6 horas após a 

injeção, sem ocorrência de episódios de hipoglicemia, indicando a eficiência dessa dose no 

tratamento da hiperglicemia em nosso modelo animal. Para camundongos, valores glicêmicos, 

em jejum, maiores que 200 mg/dl são considerados hiperglicemia, ao passo que valores meno-

res de 50 mg/dl são ditos de hipoglicemia. 50 

 

Os camundongos hiperglicêmicos receberam tratamento diário com insulina ou salina, iniciado 

6 dias antes da indução do TCE. A redução da glicemia casual no grupo TI comparado ao grupo 

TS, no momento da cirurgia, evidencia o desempenho do tratamento com o hormônio insulina 

na redução da glicose sanguínea, embora não tenha sido evidenciada diferença entre os grupos 

sham tratados ou não com insulina. A curva de dose-tempo foi realizada no estado de jejum dos 

animais, sem considerar a glicemia casual, que é dependente, principalmente da ingestão de 

alimentos. A obtenção desses dados, então, é bastante plausível, visto que não se fez a retirada 

do alimento da caixa-moradia anteriormente a cirurgia.  

 

Neste estudo, avaliamos o efeito do TCE na atividade locomotora e memória de reconheci-

mento. A análise de locomoção foi realizada nas sessões de habituação ao aparato do teste de 

RO, para verificar se os animais não apresentavam prejuízos na atividade locomotora espontâ-

nea, o que poderia interferir na realização da atividade comportamental seguinte. Observamos 

um aumento na distância percorrida e velocidade média dos animais TCE, 6 e 7 dias após a 

indução do trauma, caracterizando um comportamento de hiperlocomoção. Viggiano (2008), 

em sua revisão, aponta que lesões que afetam o bulbo olfatório, córtex frontoparietal, hipo-

campo, estriado, amígdala, substância negra, cerebelo e destroem a rede de comunicação entre 

essas regiões cerebrais, aumentam a atividade locomotora dos animais.51 É sabida a existência 

de lesão no córtex causada pelo TCE tendo em vista as alterações na atividade e na morfologia 
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neuronal no córtex advindas do impacto.52,53 No estudo de Budinich e colaboradores (2013), a 

atividade hiperlocomotora pode ser observada em 1, 7 e 14 dias pós-TCE, em modelos de ICC54, 

indicando que a lesão cortical decorrente do ICC está relacionada com o comportamento de 

hiperlocomoção. Modelos de TCE por concussão (Closed head injury) também evidenciam a 

presença de hiperlocomoção, observada em até 10 dias após o trauma.55 

 

A atividade de reconhecimento de objetos é baseada na tendência inata dos roedores em explo-

rar mais a novidade. Contudo, é necessário que os animais estejam familiarizados com o ambi-

ente, para que os objetos sejam a única novidade, direcionando assim, a exploração para o 

novo.42 Em face aos nossos dados, observamos que, embora os animais TCE apresentaram 

comportamento de hiperlocomoção em ambas as sessões de habituação, o processo de ambien-

tação ao aparato ocorreu tanto nos animais sham quanto nos TCE, dado pela redução da média 

da distância percorrida e pela diminuição da locomoção nos minutos finais da sessão.  

 

Na sessão de aquisição do teste de RO, observamos que a exploração de ambos os objetos foi 

realizada de forma semelhante por todos os grupos. Porém, o grupo TS permaneceu mais tempo 

explorando os objetos, indicando que esses animais tiveram mais tempo para o reconhecimento 

e aquisição da memória em relação ao objetos e, possivelmente, maior familiarização à eles. Na 

sessão teste, somente o grupos TS não explorou mais o objeto novo, indicando que esses ani-

mais apresentam prejuízo na memória de reconhecimento, resultado que não é devido à baixa 

exploração dos objetos na fase de aquisição. Contudo, animais TI reconheceram o novo, evi-

denciando que o tratamento com insulina preveniu o déficit de memória desencadeado pelo 

TCE. Estudos que avaliam a memória de reconhecimento pós-TCE são múltiplos para modelos 

de ICC ou concussão (Closed head injury), em ratos Sprague Dawley ou camundongos Swiss, 

sendo escassos os estudos com a espécie C57BL6. Esses estudos destacam que o prejuízo na 
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memória de reconhecimento pode ser visualizada em 24 horas, 7 dias e em até 30 dias após o 

TCE.56–60 Modelos de lesão traumática moderada por percussão de fluidos, em animais 

C57BL6, levam ao prejuízo na memória de reconhecimento 9 e 16 dias após o TCE, bem como 

as concussões, no qual o prejuízo cognitivo é observado 24 horas após a lesão e persiste por 7 

dias.52,61 Nos roedores, os processos de familiarização e reconhecimento estão associados com 

a função das estruturas do Lobo Temporal Medial, que incluem o hipocampo, amígdala e os 

córtex perirrinal, entorrinal e para-hipocampal.62 O hipocampo tem papel central na conexão 

entre essas estruturas e sua contribuição para a detecção da ‘novidade’ tem sido relatado em 

inúmeros estudos63–65 e lesões hipocampais estão associadas com dano na memória de reconhe-

cimento.66–68 As lesões de ICC promovem danos no hipocampo, sejam eles pelo impacto direto 

(lesão primária, em casos de TCE grave) ou pelas alterações celulares que se seguem pós-im-

pacto, sendo confirmado pela observação de déficits na memória espacial, cuja consolidação é 

fortemente dependente da atividade hipocampal.69 Em nosso trabalho mostramos que o trata-

mento regular com insulina preveniu o déficit de memória desencadeado pelo TCE.  

 

Há uma forte correlação entre o tratamento com insulina e melhora cognitiva tanto em pacientes 

como em modelos experimentais.33,70,71 No cérebro, a insulina modula a utilização de glicose 

no hipocampo e facilita a consolidação do processo de memória. 34,72,73 A redução nos níveis e 

na atividade de insulina no cérebro está associada com o desenvolvimento da Doença de Al-

zheimer (DA), patologia caracterizada inicialmente pelo prejuízo de memória. Visto que a si-

nalização de insulina no SNC é extremamente importante para a formação e manutenção das 

memórias, o tratamento crônico com insulina periférica pode ser o efetor da melhora cognitiva, 

observada neste estudo, nos animais do grupo TI. 
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Pacientes que desenvolvem hiperglicemia recebem insulina nas primeiras 24 horas após o 

TCE.8 Assim, a melhora no prognóstico clínico observada com administração de insulina pode 

estar associada com os efeitos agudos desse hormônio. Em virtude dos achados anteriores, um 

segundo protocolo foi elaborado, tendo objetivo de avaliar os efeitos agudos da insulina no 

SNC pós-TCE que poderiam estar relacionados com a melhora cognitiva observada nos animais 

a longo prazo. Utilizamos animais TCE e sham, e realizamos ensaios ex vivo, em fatias hipo-

campais. A escolha dessa estrutura se deu pela importância da mesma para atividades que en-

volvem memória, onde observamos efeito positivo da insulina no TCE. Avaliamos o efeito do 

hormônio sob aspectos de viabilidade, metabolismo celular e ativação da via de sinalização de 

insulina.  

 

Verificamos o imunoconteúdo das proteínas IRS-1 e GSK3β e suas fosforilações em serina 612 

e 9, respectivamente, por serem proteínas importantes na via. Observamos um aumento da razão 

pIRS-1Ser612/IRS-1, na presença de insulina somente no grupo sham. Já a razão 

GSK3βSer9/GSK3β não apresentou alterações na presença do hormônio, tanto no grupo sham 

como no TCE. A sinalização de insulina no hipocampo ocorre de forma semelhante ao obser-

vado em tecidos periféricos. A insulina liga-se ao seu receptor (IR), promovendo autofosfori-

lação seguido pelo recrutamento e fosforilação do resíduo tirosina da proteína IRS-1, levando 

a ativação de uma cascata de proteínas (PI3K – PDK1 – AKT), que culmina com a translocação 

do transportador de glicose (GLUT) para a membrana e fosforilação (Ser9) e inativação da 

GSK3β30,74. A ativação sustentada do IR, em casos de hiperinsulinemia, como no Diabete Mel-

litus tipo 2, pode resultar na fosforilação dos resíduos de serina do IRS-1 e levar a atenuação da 

transmissão do sinal de insulina.75 O acionamento constitutivo do substrato IRS-1 em tirosina 

promove o crescimento celular sustentado e está associado com o desenvolvimento de tumo-
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res.76 Dessa forma, em condições fisiológicas, a fosforilação em serina é essencial para o feed-

back negativo da via, bloqueando a ativação constitutiva do IRS-1.77–79 Nossos resultados mos-

tram que animais sham são responsivos a insulina do meio, visto pelo aumento da razão pIRS-

1Ser612/IRS-1, que está associado com a ocorrência de feedback negativo da via. Esses achados 

evidenciam a integridade da via de sinalização de insulina nesse grupo, uma vez que a dose de 

insulina adicionada ao meio é suprafisiológica, caracterizando um quadro de hiperinsuline-

mia.80 Uma vez que há um bloqueio da via, é coerente que a razão pGSK3βSer9/GSK3β, esteja 

inalterada nesse grupo. Em relação ao grupo TCE, observamos que o mecanismo de feedback 

negativo não foi acionado, possivelmente por uma falha na via de sinalização de insulina, fato 

este que pode estar associado à resistência cerebral à insulina observada no TCE. Porém é ne-

cessário a imunoquantificação de demais proteínas da via para que possamos confirmar nossa 

hipótese.  

 

Sabe-se que a homeostase mitocondrial encontra-se alterada pós-TCE81 e nosso estudo eviden-

ciou um prejuízo na atividade mitocondrial em fatias hipocampais dos animais TCE. O con-

sumo de oxigênio basal, que corresponde ao metabolismo mitocondrial intrínseco ao grupo, não 

apresentou diferenças entre os grupos sham e TCE, evidenciando que, referente ao consumo de 

oxigênio dependente de substratos endógenos, as diferenças na função mitocondrial são inde-

tectáveis 24 horas após o TCE. Porém, quando a mitocôndria é submetida aos desafios impostos 

pela adição de substratos e inibidores em condições saturantes, no qual se avalia diferentes 

aspectos do sistema de transporte de elétrons, observou-se uma resposta diminuída nos estados 

mitocondriais de OXPHOS (CI), máximo OXPHOS e OXPHOS (CII). Dessa forma, nota-se 

que as fatias hipocampais são pouco responsivas ao acréscimo de ADP, efeito essa que pode 

estar associada com dano na ATP-sintase, complexo responsável pela transformação de ADP 
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em ATP. Dessa forma, podemos inferir que a capacidade máxima de produção de ATP é com-

prometido após o TCE, o que pode estar relacionada especificamente ao funcionamento da 

F0F1-ATP Sintase. A redução nos níveis de ATP, dentro de 24 h pós-TCE, é observada em 

córtex e hipocampo em modelos de ICC e close head injury82 e, de acordo com Arun e colabo-

radores (2010), os níveis de ATP encontram-se diminuídos em até 6 dias após a lesão.83 Alte-

rações no acoplamento respiratório mitocondrial são evidentes nas fases agudas do TCE84, ad-

vindo das lesões secundárias, e podem persistir ao longo do tempo, como evidenciado por Xi-

ong e colaboradores (1997), em que confirma-se a presença de alterações no consumo de oxi-

gênio no estado correspondente ao OXPHOS (CI +CII) entre 24 e 48 h e 7 e 14 dias pós ICC.10 

Embora esse último estudo avalie respostas mitocondriais no córtex, há outros que confirmam 

o perfil de alterações também no hipocampo.85,86  

 

Verificamos que o consumo mitocondrial de oxigênio basal não é alterado após o TCE, embora 

o consumo relacionado a síntese de ATP esteja comprometido, conforme observado nos estados 

relacionados a fosforilação com concentrações saturantes de ADP. Assim, nossos dados com-

plementam a literatura evidenciando a presença de dano mitocondrial no hipocampo 24 h após 

o TCE, e levantam a hipótese de que, embora não tenhamos observado diferenças na produção 

de peróxido de hidrogênio, a dinâmica do potencial de membrana mitocondrial pode estar com-

prometida uma vez que a formação e manutenção desse potencial é fundamental para o fenô-

meno de fosforilação oxidativa na conversão de ADP em ATP pela ATP-sintase.87  

 

Os nossos dados indicam que a presença de insulina no meio de incubação anulou as diferenças 

existentes entre animais sham e TCE. No cérebro, a insulina apresenta efeitos importantes na 

regulação da produção de H2O2 e manutenção do potencial de membrana, além de promover o 

aumento da síntese de ATP e consumo de oxigênio pela mitocôndria, em modelos animais de 
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hiperglicemia.36,87–89 Os estudos em tecido cerebral são limitados e a função da integridade da 

sinalização de insulina no cérebro e sua ação na mitocôndria permanecem incertos, porém há 

fortes evidencias de que a integridade da via é importante e necessária para a funcionalidade 

mitocondrial.90 Nossos resultados não evidenciaram alteração na produção de H2O2, contrari-

ando a literatura, embora esses resultados sejam preliminares e serão aprimorados para garantir 

maior robustez dos dados. Porém, torna-se imprescindível avaliar o efeito da insulina no poten-

cial de membrana mitocondrial, uma vez que ele é importante para a dinâmica da mitocôndria 

e pode sofrer influências da sinalização de insulina. 

 

Acredita-se que a disfunção mitocondrial seja um dos gatilhos para a ocorrência de lesões e 

morte celular no TCE e para a inicialização dos processos de neurodegeneração.57 No entanto, 

em nosso estudo, mostramos que não há diferenças na viabilidade celular, no hipocampo, em 

24 h pós-TCE.  A análise de viabilidade celular pela técnica de MTT, em modelos de TCE, é 

bastante limitado na literatura. Moojen e colaboradores (2012) utilizaram esse protocolo em 

fatias de córtex e hipocampo para avaliação da viabilidade celular 96 h após indução de con-

cussão, observando uma redução na viabilidade no grupo TCE somente no hipocampo.60 No 

entanto, sabe-se que em 24 horas após o trauma há aumento de células em processo de degene-

ração e apoptose, tanto no hipocampo quanto no córtex, visto por técnicas de iodeto de propídio 

e FluoroJade, contrastando com nossos resultados.91–93 Porém, o ensaio de MTT baseia-se na 

redução do composto à formazan, via atividade desidrogenases presentes na célula. Uma fração 

de MTT é reduzida na mitocôndria, sendo que a maioria do formazan é produzido por desidro-

genases presentes em outros compartimentos celulares, como no citoplasma e membranas plas-

máticas94, embora essa constatação não diminua a importância da mitocôndria para os resulta-

dos da técnica.95  
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Nossos resultados evidenciam um efeito prejudicial da hiperglicemia no TCE, dado pelo au-

mento na mortalidade e déficit na memória de reconhecimento. Animais hiperglicêmicos que 

são tratados com insulina, apresentam prevenção desses parâmetros, dados esses que corrobo-

ram com a literatura. Agudamente, observamos que fatias hipocampais de animais sham são 

responsivos a insulina, confirmando a integridade da via de sinalização do hormônio, contrário 

ao observado no grupo TCE, no qual não houve acionamento do feedback negativo da via. O 

consumo mitocondrial de oxigênio basal e a viabilidade celular, no hipocampo, não são altera-

dos 24 horas após o TCE. Porém evidencia-se a presença de déficit mitocondrial nesse grupo, 

quando comparado ao grupo sham, dado pela redução do consumo de oxigênio em resposta à 

adição de ADP em condições saturantes; a presença de insulina anulou essas diferenças. Esses 

achados ressaltam a importância da insulina e do controle glicêmico na prevenção dos efeitos 

deletérios desencadeados pelo TCE.  
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Legendas das figuras 

 

Figura 1: Desenho experimental do protocolo 01. Após injeção de streptozotocina (STZ), os 

animais receberam sacarose 10% na água de beber, para evitar a ocorrência de hipoglicemia, 

dada a destruição das células β do pâncreas de forma aguda e a liberação de grande quantidade 

de insulina. RO: reconhecimento de objetos - aquisição; T: teste; E: eutanásia. 

 

Figura 2: Curva de doses de insulina. Após comprovação da hiperglicemia (dados não mostra-

dos), os animais foram divididos em 3 grupos, de acordo com as diferentes doses de insulina: 5 

U/Kg (A), 10 U/Kg (B) e 20 U/Kg (C). Os animais receberam injeções de insulina subcutânea 

a cada 12 horas e a glicemia foi verificada no 5º, 13º e 21º dias de tratamento com insulina. As 

medições foram realizadas antes da injeção (zero), 2, 4 e 6 horas após o tratamento com insu-

lina. Os animais permaneceram em jejum durante as medições. O tratamento com dose de 5 

U/kg reduziu a glicemia, à níveis normais, por apenas duas horas após o tratamento e somente 

nos 13º e 21º dias (*p<0.001). A dose de 10 U/kg reduziu a glicemia por 2 horas após a injeção 

no 5º dia de tratamento. Após o 13º e 21º dia, a dose foi efetiva em manter a glicemia abaixo 

de níveis hiperglicêmicos por até 4 horas (*p<0.0001). Já a dose de 20 U/kg reduziu, significa-

tivamente, a glicemia no 5º dia de tratamento. No 13º e 21º dia, foi efetiva em manter os animais 

em normoglicemia por até 6 horas após a injeção (*p<0.0001). Resultados representados por 

média. n= 7 animais/grupo. 

 

Figura 3: Dosagens da glicemia e consumo de água nos grupos controle e tratados. Constata-

mos que todos os animais apresentaram estado hiperglicêmico três dias após a administração 

de STZ, visto que exibiram glicemia acima de 200 mg/dl (média: 390,9; desvio padrão: 117,15) 
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(A) e que a glicemia casual dos animais TI encontrava-se controlada e significativamente menor 

que o grupo TS e SS (**p=0,001), no momento da cirurgia (C), indicando a eficiência da insu-

lina em manter a glicemia em níveis mais baixos que os grupos tratados com salina. Observa-

mos que a glicemia do grupo SI é estatisticamente menor que do grupo TS (*p<0,01). Em 

relação à ingestão hídrica (B), observamos que esta foi maior nos grupos que receberam STZ, 

confirmando a presença de polidpsia induzida após a administração da droga (p<0,0001; área 

sob a curva dos dias 4 à 19). Em relação à variação do peso corporal dos animais no último (19º 

dia) e primeiro dia de tratamento (4º dia), observamos que todos os animais tiveram redução do 

peso corporal em relação ao primeiro dia de tratamento. Resultados expressos em média + SEM. 

n=10 animais/grupo. 

Figura 4: Curva de sobrevivência avaliando a sobrevivência dos grupos TS e TI. Observou-se 

maior mortalidade no grupo TS que apresenta estado hiperglicêmico e não recebe tratamento 

com insulina (p=0.037). n=10 animais/grupo. 

Figura 5: Distância percorrida e velocidade média nas sessões de habituação, no 1º (A e B, 

respectivamente) e 2º dia (C e D, respectivamente) que antecederam o teste de RO. A distância 

percorrida e a velocidade média são estatisticamente diferentes entre os grupos sham e TCE em 

ambas as sessões, o que indica a presença de hiperlocomoção no grupo trauma, que não foi 

alterado com administração de insulina (*p<0.0001). Resultados expressos em média + SEM. 

n=10 animais/grupo. 

Figura 6: Distância percorrida minuto a minuto na sessão de habituação ao aparato. Observa-

mos que houve habituação dos animais ao aparato dada à redução da média da distância per-

corrida e pela redução da locomoção nos minutos finais do teste. Resultados expressos por 

média. n=10 animais/grupo. 
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Figura 7: Teste de reconhecimento de objetos. Na sessão de aquisição, os animais exploraram 

os objetos de maneira similar, não havendo preferências na exploração dos mesmos (p=0,99) 

(A). Em relação ao tempo de exploração total dos objetos na sessão treino, os resultados mos-

tram que os animais do grupo TS gastaram mais tempo explorando os objetos, quando compa-

rado aos animais TI (*p=0,009) (B). Na sessão teste, todos os grupos exploraram mais o objeto 

novo, exceto o grupo TS, que explorou de forma similar os objetos novo e familiar (C), o que 

indica prejuízo na memória de reconhecimento no grupo TS. Resultados expressos em média + 

SEM. n=5 animais/grupo. 

Figura 8: Imunoquantificação das proteínas pIRS-1 Ser 612 (A) e IRS-1 (B), que não apresenta 

diferenças entre os grupos experimentais. No entanto, na razão pIRS-1Ser 612/IRS-1 (C) obser-

vamos um aumento, na presença de insulina, somente no grupos sham (p=0,016), contrariando 

o observado no TCE. Resultados expressos em média + SEM. n=4 animais/grupo. 

Figura 9: Imunoquantificação das proteínas GSK3β Ser 9 (A), GSK3β (B) e a razão GSK3βSer 

9/GSK3β (C). Não há diferenças no conteúdo das proteínas entre os grupos experimentais. Po-

rém observamos diminuição da razão GSK3βSer 9/GSK3β no grupo sham-hiper em relação ao 

controle (sham-normo, p=0,016) e que a presença de insulina não foi capaz de promover au-

mento dessa razão na presença do hormônio. Resultados expressos em média + SEM. n=4 

animais/grupo. 

Figura 10: Estados respiratórios mitocondriais. Dados são expressos pela % do consumo de 

oxigênio basal de cada amostra. Observamos que o consumo de oxigênio é menor no TCE 

normo, em relação ao controle (sham normo), nos estados de OXPHOS (CI) (B), máximo OX-

PHOS (D) e OXPHOS (CII) (E) (*p<0,01).  No estado Leak (A), há aumento do consumo de 

oxigênio no grupo TCE-hiper insulina comparado com o sham-hiper insulina (*p<0,01). Já o 

grupo sham-hiper insulina tem diminuição no consumo de oxigênio em relação ao controle nos 
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estados de OXPHOS (CI + CII) e máximo OXPHOS (C e D, respectivamente) (*p<0,05). Re-

sultados com média + SEM. n=7 a 10 animais/grupo. 

Figura 11: Avaliação da produção de peróxido (H2O2) nos diferentes estados mitocondriais. 

Observamos que não há diferenças entre os grupos experimentais nos estados mitocondriais 

analisados. Até o momento, o n amostral varia de 1 a 3, visto que esses dados encontram-se em 

construção. Resultados com média + SEM. n= 1 a 3 animais/grupo. 

Figura 12: Viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico de MTT. Não houve diferenças na 

viabilidade celular entre os diferentes grupos experimentais, 24 horas após o TCE (p=0,40). 

Resultados expressos em média + SEM. n=4 animais/grupo. 
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FIGURA 1 

 

Figura 1: Desenho experimental do protocolo 01.  

 

FIGURA 2 

 

Figura 2: Curva de doses de insulina.  
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FIGURA 3 

 

Figura 3: Dosagens da glicemia e consumo de água nos grupos controle e tratados.  
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FIGURA 4 

 

Figura 4: Curva de sobrevivência avaliando a sobrevivência dos grupos TS e TI.  
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FIGURA 5 

 

Figura 5: Distância percorrida e velocidade média nas sessões de habituação, no 1º (A e B, 

respectivamente) e 2º dia (C e D, respectivamente) que antecederam o teste de RO.  
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FIGURA 6 

 

Figura 6: Distância percorrida minuto a minuto na sessão de habituação ao aparato.  
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FIGURA 7 

 

Figura 7: Teste de reconhecimento de objetos. 
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FIGURA 8 

 

Figura 8: Imunoquantificação das proteínas pIRS-1 Ser 612 (A), IRS-1 (B) e da razão pIRS-1Ser 

612/IRS-1 (C). 
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FIGURA 9  

 

Figura 9: Imunoquantificação das proteínas GSK3β Ser 9 (A), GSK3β (B) e a razão GSK3βSer 

9/GSK3β (C). 
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FIGURA 10 

 

Figura 10: Estados respiratórios mitocondriais.  
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FIGURA 11 

 

Figura 11: Avaliação da produção de peróxido (H2O2) nos diferentes estados mitocondriais.  
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FIGURA 12 

 

Figura 12: Viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico de MTT.  
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3 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Nossos resultados evidenciam que a hiperglicemia, no TCE, promove prejuízos na me-

mória de reconhecimento e aumento na mortalidade, dados que corroboram com a literatura 

clínica e experimental e são prevenidos com a administração de insulina. Agudamente, o TCE 

promove resistência a ação da insulina em fatias hipocampais e redução no consumo de oxigê-

nio em condições saturantes de ADP, efeitos anulados na presença de insulina. Esses dados 

demonstram a importância da insulina na prevenção de efeitos deletérios desencadeados pelo 

TCE, tanto em fases agudas como em fases crônicas. 

Embora nossos dados sejam preliminares, apresentam consistência e uma gama de opor-

tunidades para investigações futuras, com algumas hipóteses já em desenvolvimento experi-

mental. Observamos que há presença de alterações mitocondriais, em animais TCE, 24 h após 

o trauma e que fatias hipocampais, de animais sham, são responsivos a insulina, confirmando a 

integridade da via de sinalização do hormônio nesse grupo, contrariando o que foi observado 

no grupo TCE, no qual não houve ativação do feedback negativo da via.  

Em suma, pretendemos explorar com mais precisão as alterações mitocondriais agudas 

no TCE; quais os possíveis mediadores das variações observadas e quais os efeitos, a longo 

prazo, essas alterações podem acarretar, na busca de identificar os mecanismos envolvidos no 

TCE. Almejamos, também, direcionar os estudos às proteínas da via de sinalização de insulina, 

buscando compreender quais as modificações pós-trauma ocorrem nessa via, identificando os 

efetores que desencadeiam efeitos positivos no TCE.  
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